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Infecções nos tecidos circunjacentes aos implantes dentários são consideradas 
fatores de risco para a osseointegração na fase inicial de cicatrização, contribuindo para a 
maior ocorrência de falhas iniciais. Modificações topográficas e químicas da superfície do 
titânio (Ti) vem sendo estudadas com o objetivo de melhorar as propriedades biológicas e 
atividade antimicrobiana de implantes dentários. A fotofuncionalização mediada por raios 
ultravioleta (UV) modifica as características físico-químicas da superfície de Ti e melhora as 
propriedades biológicas dos implantes dentários. Entretanto, o papel da fotofuncionalização 
UV em superfícies biofuncionais de Ti na atividade antimicrobiana e fotocatalítica são 
desconhecidas e foram investigadas neste estudo. Discos de titânio comercialmente puro 
(Ticp) foram divididos em quatro grupos: (1) maquinado sem a aplicação de luz UV [Ticp 
UV-]; (2) tratado por plasma eletrolítico de oxidação (PEO) sem a aplicação de luz UV [PEO 
UV-]; (3) maquinado com a aplicação de luz UV [Ticp UV+]; (4) tratado por PEO com a 
aplicação de luz UV [PEO UV+]. As superfícies foram caracterizadas por meio de 
microscopia confocal a laser, microscopia eletrônica de varredura (MEV), perfilometria, 
difratometria de raios-X (DRX), espectroscopia de energia dispersiva (EDS), espectroscopia 
de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) e molhabilidade. O teste de degradação do azul 
de metileno foi utilizado para a avaliação da atividade fotocatalítica. A adsorção da proteína 
albumina foi avaliada por meio do método do ácido bicinconínico. Para o ensaio 
microbiológico, a adesão de Streptococcus sanguinis desenvolvido na superfície dos discos 
por 1 h e 6 h foi avaliada por meio da contagem das unidades formadoras de colônia e a 
organização e estrutura dos microrganismos foi avaliada por meio da microscopia eletrônica 
de varredura. O tratamento com PEO aumentou a rugosidade e molhabilidade da superfície de 
Ti (p < 0.05). A fotofuncionalização reduziu a concentração de hidrocarbonetos e aumentou a 
adsorção de albumina, principalmente para a superfície tratada com PEO (p < 0.05). PEO 
UV+ também manteve os maiores valores de molhabilidade por um período de tempo maior e 
promoveu redução da colonização microbiana em 1 h de adesão bacteriana (p = 0.012 vs. 
PEO UV-). A fotofuncionalização de revestimentos biofuncionais parece ser uma alternativa 
promissora para implantes dentários, uma vez que aumenta a adsorção de proteína do soro 
sanguíneo e promove redução da colonização bacteriana inicial.  





Infections of peri-implant surrounding tissues are considered risk factors for 
osseointegration in the early healing stage, as initial failures are more likely to occur. 
Topographical and chemical surface modifications of titanium (Ti) material have been studied 
to enhance the biological properties and antimicrobial activity of dental implants. 
Photofunctionalization mediated by ultraviolet (UV) rays changes the physico-chemical 
characteristics of Ti and improves the biological properties of dental implants. However, the 
role of UV-mediated photofunctionalization of biofunctional Ti surfaces on the antimicrobial 
and photocatalytic activity remains unknown and was investigated in this study. 
Commercially pure titanium (cpTi) discs were divided into four groups: (1) machined samples 
without UV light application [cpTi UV-]; (2) plasma electrolytic oxidation (PEO) treated 
samples without UV light application [PEO UV-]; (3) machined samples with UV light 
application [cpTi UV+]; and (4) PEO treated samples with UV light application [PEO UV+]. 
The surfaces were characterized by laser scanning confocal microscopy (LSCM), scanning 
electron microscopy (SEM), profilometry, X-ray diffraction (XRD), energy dispersive 
spectroscopy (EDS), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and wettability. The methylene 
blue degradation test was used for the photocatalytic activity evaluation. The albumin 
adsorption was measured by the bicinchoninic acid method. For the microbiological assay, 
adhesion of Streptococcus sanguinis developed on the disc surfaces for 1 h and 6 h was 
evaluated by colony forming units count and the microrganisms structure was evaluated by 
SEM. PEO treatment increased Ti surface roughness and wettability (p < 0.05). The 
photofunctionalization reduced the hydrocarbon concentration and enhanced albumin 
adsorption mainly for PEO treated surface (p < 0.05). PEO UV+ also maintained the higher 
wettability values for a longer period and provided bacterial adhesion reduction at 1 h of 
bacterial adhesion (p = 0.012 vs. PEO UV-). The photofunctionalization did not increase the 
photocatalytic activity of Ti (p > 0.05). The photofunctionalization of a biofunctional coating 
seems to be a promising alternative for dental implants as it increases blood plasma protein 
adsorption and provides reduction of initial bacterial adhesion. 
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Os implantes dentários são importantes ferramentas terapêuticas com elevadas 
taxas de sucesso clínico acima de 98%, demonstradas em estudos prospectivos, e que têm 
levado a uma grande aceitação e utilização de implantes dentários na reabilitação protética de 
pacientes edêntulos totais e parciais, podendo devolver-lhes satisfatoriamente função e 
estética (Naert et al., 2002; Kalle et al., 2009; Zygogiannis et al., 2010; Beschnidt et al., 
2018). No entanto, a versatilidade de materiais e técnicas empregadas na reabilitação oral de 
pacientes com necessidade de próteses dentárias resulta em diferentes substratos passíveis de 
colonização microbiana na cavidade oral (Hannig e Hannig 2009; O’Donnell et al., 2015). 
O titânio comercialmente puro (Ticp), assim como ligas de titânio binárias (TiZr) 
e terciárias (TiAlV) são biomateriais empregados na confecção de implantes por apresentarem 
biocompatibilidade, resistência à corrosão, habilidade de osseointegração, baixo módulo de 
elasticidade e estabilidade química (Liu et al., 2017). Entretanto, apesar das altas taxas de 
sucesso relacionadas à reabilitação com implantes dentários (Blanes et al., 2007), há 
evidências de processos inflamatórios nos tecidos circunjacentes aos implantes, uma vez que a 
complexa geometria na interface entre o implante dentário, o pilar protético e o tecido 
gengival favorecem a colonização microbiana (Pjetursson et al., 2004; Klinge et al., 2005; 
Jung et al., 2008; Schmidlin et al., 2013). A mucosite, definida como uma reação inflamatória 
do tecido mole ao redor do implante, possui prevalência de 46,83% (Lee et al., 2017) e seu 
desenvolvimento durante a fase de cicatrização inicial do implante dentário pode influenciar 
negativamente no processo de osseointegração, além de representar um fator de risco após a 
osseointegração com sua potencial progressão para a peri-implantite e perda de tecido de 
suporte ósseo (Costa et al., 2012; Mohajerani et al., 2017).  
Durante a instalação dos implantes dentários e a exposição ao ambiente oral, 
forma-se sobre o titânio (Ti) a película adquirida (Fürst et al., 2007). A composição química, 
energia livre de superfície e a rugosidade das diferentes superfícies abióticas, como o Ti, 
influenciam a constituição da película adquirida e, consequentemente, afetam o processo de 
colonização microbiana (Teughels et al., 2006; Cavalcanti et al., 2014; Hahnel et al., 2015; 
Han et al., 2016). A influência das propriedades de superfície dos biomateriais na composição 
da película adquirida está correlacionada com a adsorção de proteínas salivares, as quais 
atuam como receptores para a adesão microbiana (Teughels et al., 2006; Cavalcanti et al., 




Os colonizadores iniciais incluem Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, 
Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis e Actinomyces naeslundii (Kolenbrander et 
al., 2002). A partir do início da colonização, os colonizadores iniciais apresentam novos sítios 
para a adesão de colonizadores tardios e, assim, há a progressão na formação do biofilme 
(Kolenbrander et al., 2002; Dorkhan et al., 2014). S. sanguinis é um dos colonizadores iniciais 
que possui forte adesão à película salivar através de adesinas que se ligam às proteínas 
salivares (Pereira da Silva et al., 2005). Além disso, esse microorganismo induz a ligação de 
colonizadores tardios como Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis, 
consequentemente acarretando o desenvolvimento e amadurecimento do biofilme (Mayanagi 
et al., 2005; Hori et al., 2010; Jeong et al., 2017). Desse modo, inibir a adesão do S. sanguinis 
é um desafio a ser considerado para a prevenção de falhas iniciais de implantes dentários, uma 
vez que este microrganismo pode interferir na coagregação de colonizadores tardios (Puckett 
et al., 2010; Jepsen et al., 2015). Afinal, infecções pós-operatórias são fatores de risco e 
representam um desafio para a osseointegração no estágio inicial de cicatrização (Figueiredo 
et al., 2015). Embora as taxas de falhas iniciais sejam baixas, com incidência de 1% a 2%, o 
tratamento de complicações relacionadas a infecções pós-operatórias é complexo e pode 
persistir até a remoção do implante dentário (Chrcanovic et al., 2014). 
Outro fator importante para a superfície de implantes dentários é a adsorção da 
proteína albumina, uma vez que a adsorção da mesma representa a primeira etapa para o 
início da osseointegração (Hori et al., 2010). A albumina é a principal proteína plasmática que 
regula as concentrações de cálcio no citoplasma das células, bem como a proliferação celular 
de osteoblastos, acelerando o processo de osseointegração (Sousa et al., 2008). A sua 
adsorção é influenciada pelas características de superfície dos implantes dentários como a 
rugosidade, topografia, concentração de carbono e propriedade eletrostática da superfície 
(Iwasa et al., 2010; Cordeiro et al., 2018; Mao et al., 2018).  
Assim, sendo a colonização microbiana e a adsorção da proteína albumina fatores 
a serem considerados para a prevenção de falhas iniciais de implantes dentários, estudos têm 
proposto tratamentos de superfície a fim de modificar a composição química da superfície de 
Ti para aumentar as taxas de sucesso das reabilitações com implantes dentários (Larsen et al., 
2017; Matos et al., 2017). O plasma eletrolítico de oxidação (PEO), conhecido também como 
oxidação por micro-arcos, é uma técnica de tratamento de superfície efetiva e que tem sido 
amplamente utilizada, pois promove a formação de uma superfície com melhores respostas 




tratamento é realizado através de processos eletroquímicos de oxidação na interface de um 
eletrodo, no qual as amostras são imersas em uma solução eletrolítica aquosa, acompanhado 
por micro descargas de plasma na superfície do material (Walsh et al., 2009; Marques et al., 
2015). Esse processo promove a formação de microporos na superfície do material, a 
incorporação de diferentes elementos químicos como o cálcio e fósforo e a criação de dióxido 
de titânio (TiO2) com diferentes estruturas cristalinas como rutilo e anatase (Sul et al., 2006; 
Krupa et al., 2012; Zareidoost et al., 2012; Beline et al., 2016).  
Outro tratamento de superfície estudado é a fotofuncionalização mediada por luz 
ultravioleta (UV) que possui influência no potencial de osteocondução e na capacidade de 
osseointegração (Hori et al., 2010; Minamikawa et al., 2014). Embora a aplicação direta da 
luz UV em implantes dentários já instalados possua efeitos nocivos às células do organismo 
humano (Cortat et al., 2013), o pré-tratamento de Ti (fotofuncionalização) tem sido proposto 
por diversos autores (Aita et al., 2009; Choi et al., 2009; Choi et al., 2017). A 
fotofuncionalização UV é definida como um fenômeno geral de modificação da superfície de 
Ti após tratamento com luz UV, incluindo alterações físico-químicas e melhora das 
propriedades biológicas (Ogawa et al., 2014). A fotofuncionalização com luz UV promove 
um aumento na adsorção e ligação de proteínas, proliferação, diferenciação e mineralização 
de células osteogênicas in vitro e também converte a superfície de Ti de hidrofóbica para 
superhidrofílica (Takeuchi et al., 2005; Aita et al., 2009; Att et al., 2009; de Avila et al., 2015) 
por meio da remoção de hidrocarbonetos da superfície e pela criação de vácuos de oxigênio 
através da redução de Ti4+ para Ti3+ (Aita et al., 2009; Ogawa et al., 2014). Em acréscimo, 
estudos clínicos têm demonstrado que a fotofuncionalização prévia é capaz de reduzir o 
tempo de cicatrização de implantes dentários em 50%, sem reduzir as taxas de sucesso, e de 
reduzir de 3 a 20 vezes o tempo para a estabilização dos implantes (Funato e Ogawa 2013; 
Suzuki et al., 2013).  
As superfícies de Ti quando expostas de forma natural ao ar atmosférico formam 
espontaneamente um composto denominado dióxido de titânio (TiO2). Entretanto, esse TiO2 
não apresenta estrutura cristalina, sendo considerado amorfo, com pobre propriedade 
tribológica e sem potencial para a fotocatálise (Dorkhan et al., 2014). Por outro lado, o 
mecanismo fotacatalítico de oxidação do TiO2 em superfícies contendo a fase cristalina 
anatase, produzida pelo tratamento de superfície PEO, apresenta atividade antimicrobiana e 
descontaminante, envolvendo a formação de espécies reativas de oxigênio (Liou et al., 2012; 




•OH, O2•ˉ e H2O2 responsáveis pela decomposição da membrana externa de microrganismos 
de diferentes classes como bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos e vírus (Wu et 
al., 2016). No entanto, há poucos estudos relacionados a atividade fotocatalítica em 
superfícies fotofuncionalizadas, as quais podem representar um meio para a formação de 
espécies reativas de oxigênio, uma vez que a fotofuncionalização envolve a aplicação de luz 
UV na superfície do implante (Gallardo-Moreno et al., 2010). 
Assim, sabendo que o tratamento de superfície PEO promove a formação de um 
revestimento biomimético, cujo uso e resultados é bem estabelecido na literatura e que a 
fotofuncionalização também tem demonstrado resultados relevantes para aplicações em 
implantes dentários, a associação dos dois tratamentos de superfície representa uma estratégia 
com grande potencial para melhorar a terapia com implantes dentários. A hipótese de 
pesquisa é que a superfície do revestimento biofuncional depositado por PEO quando 
fotofuncionalizada apresentará resultados favoráveis em relação às características de 
superfície com menor concentração de carbono e uma superfície mais hidrofílica, 
promovendo boas respostas biológicas por meio de uma maior adsorção de proteína e redução 
da colonização bacteriana inicial. Dessa forma, considerando a importância e influência das 
características de superfície dos biomateriais no comportamento biológico dos mesmos, este 
trabalho objetivou desenvolver um revestimento biofuncional por meio do tratamento de 
superfície com PEO e investigar a influência da fotofuncionalização UV nas características 
físico-químicas, atividade fotocatalítica, adsorção da proteína albumina e função 
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Objective: Photofunctionalization mediated by ultraviolet (UV) rays changes the physico-
chemical characteristics of titanium (Ti) and improves the biological properties of dental 
implants. However, the role of UV-mediated photofunctionalization of biofunctional Ti 
surfaces on the antimicrobial and photocatalytic activity remains unknown and was 
investigated in this study.  
Methods: Commercially pure titanium (cpTi) discs were divided into four groups: (1) 
machined samples without UV light application [cpTi UV-]; (2) plasma electrolytic oxidation 
(PEO) treated samples without UV light application [PEO UV-]; (3) machined samples with 
UV light application [cpTi UV+]; and (4) PEO-treated samples with UV light application 
[PEO UV+]. The surfaces were characterized according to their morphology, roughness, 
crystalline phase, chemical composition and wettability. The photocatalytic activity and 
albumin adsorption were measured. For the microbiological assay, Streptococcus sanguinis 
adhesion was developed on the disc surfaces for 1 h and 6 h, and the colony forming units and 
bacterial organization were evaluated.  
Results: PEO treatment increased the Ti surface roughness and wettability (p < 0.05). 
Photofunctionalization reduced the hydrocarbon concentration and enhanced albumin 
adsorption mainly for the PEO-treated surface (p < 0.05). PEO UV+ also maintained higher 
wettability values for a longer period and provided reduction of bacterial initial adhesion at 1 
h (p = 0.012 vs. PEO UV-). Photofunctionalization did not increase the photocatalytic activity 
of Ti (p > 0.05). 
Significance: The photofunctionalization of a biofunctional PEO coating seems to be a 
promising alternative for dental implants as it increases blood plasma protein adsorption and 
reduces initial bacterial adhesion. 











✓ Photofunctionalization improved albumin adsorption for titanium-treated samples.  
✓ Reduction of initial bacterial adhesion was provided by photofunctionalization.  
✓ Photofunctionalization of the PEO coating is a promising alternative for implants.  






Dental implant rehabilitation has been widespread due to its high survival rate 
predictability of up to 98% [1]. These results are related to the use of titanium (Ti) and its 
alloys, which are the main biomaterials used for dental implant manufacturing considering 
their biocompatibility, corrosion resistance and osseointegration ability [2]. However, 
infections of peri-implant surrounding soft tissues, defined as mucositis, can occur and have 
become a challenge, mainly in the early healing stage of dental implants, with a prevalence of 
46.83% [3-5]. The development of infections during the early healing stage is considered a 
risk factor for the osseointegration process, inducing higher rates of dental implant early 
failures [6,7].  
The early failures due to bacterial infections are influenced by the surface 
properties of the biomaterials, such as the chemical composition, wettability and surface 
roughness, which are important determinants of biofilm formation on dental implants [8]. 
Moreover, the surface properties influence the acquired pellicle formation, which acts as a 
receptor for bacterial adhesion [9–11]. Streptococcus spp. are initial colonizers that are 
capable of providing additional sites for secondary colonizer adhesion, favoring biofilm 
development [12,13]. Approaches to prevent the initial attachment of early colonizers in the 
initial healing stage are important strategies to obtain a more reliable treatment with dental 
implants [11]. 
Another important factor for the dental implants surface is the ability to promote 
osseointegration. Albumin is a major blood plasma protein, and its adsorption is the first 
critical step for the establishment of osseointegration, since this protein provides the 
attachment of functional cells [13]. Albumin regulates cytoplasmatic calcium and cellular 
proliferation of osteoblasts, accelerating the osseointegration process [14]. The albumin 
adsorption is also influenced by dental implants surface characteristics such as roughness, 
topography, carbon amounts, covalent bonds and electrostatic status [8,15–17]. 
For this reason, topographical and chemical surface modifications of Ti material 
have been studied to enhance the biological properties and antimicrobial activity of dental 
implants. Plasma electrolytic oxidation (PEO) is a technique that is used to improve the 
bioactivity, osseointegration and corrosion resistance of dental implants [18]. PEO is an 




micro plasma discharges on the metal surface [18,19]. PEO coatings allow the formation of 
micropores, the incorporation of chemical elements such as calcium (Ca) and phosphorous (P) 
[20] and the creation of titanium dioxide (TiO2) in different crystalline structures as anatase 
and rutile [21]. 
The photofunctionalization treatment of dental implants surfaces with ultraviolet 
(UV) light has also been successfully used because it induces physico-chemical modifications 
and improves the biological properties of Ti surfaces [22]. Although direct exposure to UV 
radiation on dental implants after placement has harmful effects [23], pretreatment before 
implant placement (i.e., photofunctionalization) is an alternative to UV light application that 
avoids damaging human cells [24,25]. The UV photofunctionalization increases protein 
adsorption and adhesion, as well as the proliferation, differentiation and mineralization of 
osteogenic cells in vitro [26,27]. In addition to being hydrophobic after aging, because of 
hydrocarbon accumulation, Ti becomes superhydrophilic after UV photofunctionalization by 
the removal of hydrocarbons from the surface, favoring water adsorption by the creation of 
oxygen vacancies as a result of the reduction of Ti4+ to Ti3+ [24].  
When TiO2 surfaces containing crystalline structures are exposed to UV light, a 
photocatalytic activity can be produced that promotes antimicrobial function [28,29]. The 
mechanism of the photocatalytic activity comprises the generation of reactive oxygen species 
•OH, O2•ˉ and H2O2, which are responsible for the outer membrane decomposition of 
microorganisms [30, 31]. Nevertheless, there are few reports regarding the photocatalytic 
activity on photofunctionalized surfaces, which is a possible strategy to generate reactive 
oxygen species since the photofunctionalization includes UV light application on dental 
implant surfaces [28]. 
Therefore, surface modifications and improvements of biological properties are 
relevant approaches for the success of dental implant therapy. The bone biomimetic coating 
obtained by PEO is a well-established surface treatment. Likewise, photofunctionalization has 
demonstrated relevant results for dental implant applications. However, the photocatalytic and 
antimicrobial activities of photofunctinalized biofunctional surfaces have not been previously 
tested. Thus, in this study, a biofunctional PEO coating for dental implants was developed, 
and the influence of UV-mediated photofunctionalization on the physico-chemical 
characteristics, photocatalytic activity, albumin adsorption and antimicrobial function of 




biofunctional PEO coating would improve the surface characteristics by reducing the 
hydrocarbon concentration and increasing the surface wettability, which would enhance 
albumin adsorption and the reduce initial bacterial adhesion. 
Materials and methods 
2.1. Experimental design 
Commercially pure titanium (cpTi) discs were randomly divided into four 
different groups: (1) machined samples without UV light application [cpTi UV-]; (2) PEO-
treated samples without UV light application [PEO UV-]; (3) machined samples with UV 
light application [cpTi UV+]; and (4) PEO-treated samples with UV light application [PEO 
UV+]. The surface roughness (n = 5), surface morphology (n = 1) and crystalline phase (n = 
1) were assessed only for the control groups (cpTi UV- and PEO UV-), since these parameters 
are not influenced by photofunctionalization. The control (UV-) and experimental groups 
(UV+) were evaluated by means of wettability (n = 5), chemical composition (n = 1), albumin 
adsorption (n = 5), photocatalytic activity (n = 3) and microbiological assay (n = 6 in triplicate 
with two independent biological repetitions). For the microbiological assay, a one-species 
biofilm of Streptococcus sanguinis was developed onto the disc surfaces for 1 h and 6 h in 
brain heart infusion medium (BHI). The number of colony forming units (CFU) and the 
microrganisms organization were assessed. 
 
Figure 1. Schematic diagram of the experimental design. The surface morphology, surface 
roughness and crystalline phases were assessed only for the control groups cpTi UV- and 
PEO UV-. 
2.2. Preparation of titanium discs and surface treatment 




(Realum Ind e Com de Metais Puros e Ligas Ltd, São Paulo, SP, Brazil), with a diameter of 
10 mm and a thickness of 2 mm, were used. Discs were polished by means of an automatic 
polisher (EcoMet/AutoMet 250 Pro, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) at 250 rpm for 1 min each 
with SiC abrasive papers (Nos. #320 and #400) (CarbiMet 2, Buehler, Lake Bluff, IL, USA). 
Then, the discs were cleaned and degreased with alternate ultrasonic baths in distilled water 
and 70% propanol for 10 min each and air-dried [18,21,32]. This procedure characterized the 
machined surface. 
PEO surface treatment was carried out using a pulsed DC power supply (Plasma 
Technology, Ltd, Kowloon, Hong Kong, China). The treatment was performed in a steel tank 
with a cooling system consisting of the temperature of the electrolytic solution maintained at 
20 °C. The electrolytic solution was prepared by the dissolution of calcium acetate [Ca 
(CH3CO2)2] (Dinâmica Ltd, Diadema, SP, Brazil) and glycerophosphate disodium 
(C3H7Na2O6P) (Dinâmica, Ltd, Diadema, SP, Brazil) in distilled water at a proportion of 0.3 
M/0.02 M, respectively. A voltage of 290 V, frequency of 250 Hz and duty cycle of 60% were 
set, and the treatment was carried out for 10 min. Samples were completely submerged in the 
electrolytic solution. After being submitted to the PEO treatment, the discs were rinsed in 
distilled water [18,21].  
The UV-mediated photofunctionalization was carried out under ambient 
conditions for 96 h in a customized apparatus immediately before each analysis [33]. The 
light source used was UV-C 2×15 W (λ = 253.7 nm) (Moran Light, São Paulo, SP, Brazil), 
which was fixed 7 cm perpendicularly to the discs with an intensity of 2.34 mW/cm2 to 
achieve disc surface. The light intensity was measured using a photometer (Ophir Optronics 
Solution Ltd, Jerusalem, Israel) [34,35]. 
2.3. Surface analyses 
Profilometry, scanning electron microscopy (SEM), laser scanning confocal 
microscopy (LSCM) and X-ray diffraction (XRD) were used to better understand the 
differences between the surfaces, but only for the UV- groups since the morphological, 
roughness and topographic features are not changed by UV light application [26]. Contact 
angle, energy dispersive spectroscopy (EDS) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) 
were also performed to characterize the surface in all groups. For these analyses, the UV+ 




2.3.1. Scanning electron microscopy (SEM) 
To observe the topography and morphology of the discs, scanning electron 
micrographs were acquired in a JEOL JSM-6010LA system (Peabody, Massachusetts, USA) 
using the secondary electrons detector and 4 kV of beam energy (2,000× of magnification) 
[15]. 
2.3.2. Laser scanning confocal microscopy (LSCM) 
A noncontact 3D Laser Scanning Microscope (LSCM, Keyence model VK-X200 
series, Osaka, Osaka, Japan) was used to characterize the 2D and 3D surface topography of 
samples (150× of magnification). The image processing and average surface area 
measurements were assessed using VK-Analyzer software (Keyence v 3.3.0.0, Osaka, Osaka, 
Japan) [15]. 
2.3.3. Profilometry 
The surface roughness was analyzed by means of a profilometer (Dektak 150-d; 
Veeco, Plainview, NY, USA). The arithmetic (Ra), maximum height (Rt), average peak-to-
valley height (Rz), and root mean square average (Rq) were measured at a cut-off of 0.25 mm 
and speed of 0.05 mm/s for 12 s. Three measurements were performed at different areas of 
each sample and then averaged [36]. 
2.3.4. X-ray diffraction (XRD) 
The oxide crystalline phases were analyzed with an X-ray diffractometer (XRD; 
X’Pert PRO MRD, PANalytical, Almelo, Overijssel, The Netherlands) using CuKα radiation 
(λ=1,540598 Å) at 45 kV and 40 mA, a speed of 0.02°/s, a fixed angle of 2.5° and variation of 
20° to 90° [37]. 
2.3.5. Energy dispersive spectroscopy (EDS) 
The chemical composition of the surface was evaluated by energy dispersive 
spectroscopy (EDS) (JEOL JSM-6010LA, Peabody, Massachusets, USA) operating at 5 kV 
and 2,000× of magnification. Three randomly regions were selected to perform the EDS in 
small volumes, in the order of 1 µm³ [37]. 
2.3.6. X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) 




photoelectron spectroscopy (XPS) (K-alpha X-ray XPS, Thermo Scientific™, Vantaa, 
Helsíque, Finland) with a spot size of 400 µm and 1,000 eV of energy step size [15,26]. 
2.3.7. Wettability 
The wettability properties of the Ti discs were measured by the contact angle 
approach using 2-µL drops of distilled water and a goniometer (Rame-Hart 100-00; Rame-
Hart Instrument Co., Succasunna, NJ, USA) associated with software (DROPimage Standard, 
Ramé-Hart Instrument Co., Succasunna, NJ, USA). The sessile drop method was used, and 10 
measurements were performed for each sample. The image obtained was immediately 
captured by the device, and the contact angle formed by the liquid on the sample surface was 
automatically measured [18]. The contact angle was evaluated for the UV- and UV+ groups 
immediately after termination of the 96 h UV light application. For analysis of the hydrophilic 
status degradation, the cpTi and PEO-treated surfaces were maintained in dark and dry 
conditions after the 96 h photofunctionalization, and the contact angle was measured for 6 h at 
1-h intervals.  
2.4. Photocatalytic activity assay 
The photocatalytic potential was measured by the methylene blue (MB) ISO 
technique [38,39] to understand the photocatalytic activity on photofunctionalized surfaces. 
The samples in the experimental groups were previously photofunctionalized. The control 
groups were not exposed to UV light. The specimens were soaked in 2 mL of standard MB 
solution (P.A.C.I. 52.015, Synth, Diadema, SP, Brazil) and maintained in dark conditions (foil 
wrapped) for 30 min prior to the test for the pre-adsorption measurement [40]. Afterwards, the 
discs were transferred to 24-well plates with 2 mL of fresh MB solution (10 µmol/L) in each 
well. The MB degradation was analyzed in different periods (15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h and 
6 h) to observe the survival of the photocatalytic potential. MB degradation was measured 
spectrophotometrically (DU 800 – Beckman Coulter, Brea, CA, USA) by sampling the 
solution and returning the sample after measurement of the solution’s absorbance at 664 nm 
[38]. The photocatalytic activity was calculated using the following equation: Photocatalytic 
activity (%) = [(co – c)/co] x [c1/co] × 100. The concentration of the test solution of MB is 
represented by co, where c is the concentration of MB in the control and test samples 





2.5. Protein adsorption assay 
Bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as the 
protein model, and the adsorption was measured by the bicinchoninic acid method (BCA Kit, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [21,41]. Photofunctionalized and 
nonphotofunctionalized discs were incubated in 24-well culture plates containing 100 μg/mL 
of albumin in phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, 
USA) with horizontal stirring (75 rpm) at 37 °C. After 2 h of incubation, the protein solution 
was aspirated, and the discs were washed three times in PBS to remove nonadherent proteins 
[21]. The discs were transferred to cryogenic tubes containing 1 mL of PBS and sonicated in a 
Cup Horn (5.5 in. cup, Q500, Qsonica, Newtown, Connecticut, USA) at an amplitude of 80% 
for 60 s. The discs were then vortexed for 60 s to remove the absorbed protein from the disc 
surface. In a 96-well microtiter plate, 150 µL of the sonicated suspension was added to 150 
µL of a mixture of reagents A and B. The microplate was incubated at 60 °C for 1 h, after 
which the absorbance of the solution was measured in a microplate spectrophotometer reader 
(Multiskan, Thermo Scientific, Vantaa, Helsíque, Finland) at a wavelength of 562 nm, 
according to the manufacturer’s recommendations. The protein concentration was calculated 
based on a standard curve prepared with bovine serum albumin (0.5–30 µg/mL of protein) 
[21]. 
2.6. Microbiological assay 
2.6.1. Colony forming units (CFU) 
Streptococcus sanguinis strains (IAL 1832) were grown in brain heart infusion 
(BHI) agar plates (Difco Laboratories, Becton, Dickinson and Company, Le Pont-de-
Claix,Auvérnia-Ródano-Alpes, France) under 10% CO2 at 37 °C. Afterwards, the bacterial 
suspensions were cultured in sterile tubes containing 9 mL of fresh BHI broth overnight under 
10% CO2 at 37 °C for the exponential growth phase. Prior to the optical density 
measurements, the tubes were centrifuged (6000 g for 5 min at 4° C), and the precipitate was 
resuspended in 0.9% NaCl. The optical density was adjusted to OD = 1.00 ± 0.02 at 600 nm 
using a spectrophotometer (DU800 Beckman Coulter, Brea, CA, USA), and a final 
suspension of 107 cells/mL was obtained [15]. 
This study was approved by the Local Research and Ethics Committee 
(80684517.1.0000.5418/2017). For the acquired pellicle formation, whole human saliva 




was collected from two volunteers, at least 1.5 h after eating or drinking, after providing their 
informed consent [42]. The collected saliva was centrifuged (10000 g for 10 min at 4 °C), and 
the supernatant was filtered through a 0.22-µm membrane filter (K15-1500, Kasvi, São José 
dos Pinhais, Paraná, Brazil) and used immediately [15]. Before the acquired pellicle 
formation, discs were sterilized by gamma irradiation (14.5± 0.05 kGy; Cobalt-60, 
Gammacell 220, Atomic Energy of Canada Ltd., Otawa, ON, Canada) [43]. For the UV+ 
experimental groups, after gamma irradiation, the discs were photofunctionalized for 96 h 
prior to the beginning of the microbiological assay. Immediately after photofunctionalization, 
the discs were transferred individually to a well of a sterile 24-well polystyrene cell culture 
plate, covered with 1 mL of saliva and incubated under agitation for 30 min at 37 °C [44]. 
After pellicle formation, the discs were transferred to new wells and covered with 
200 µL of S. sanguinis cell suspension and 1800 µL of BHI broth. Then, the discs were 
incubated under 10% CO2 at 37 °C for 1 h and 6 h. For removal of non-adherent cells, discs 
were washed twice in 0.9% NaCl and then transferred to cryogenic tubes containing 3 mL of 
0.9% NaCl. The tube was then sonicated (7 W for 30 s) to disaggregate the bacterial cells, and 
an aliquot of 0.1 mL was 5-fold serially diluted in 0.9% NaCl and plated in BHI agar. Then, 
the plates were incubated (10% CO2, at 37 °C for 48 h). After obtaining the counts of colony 
forming units (CFU), data were expressed as the log of the colony forming units per mL (log 
CFU/mL) [15]. 
2.6.2. Scanning electron microscopy (SEM) 
The microrganisms structure and organization for each time of incubation (1 h and 
6 h) was evaluated by SEM (JEOL-JSM-5600LV, Peabody, Massachusets, USA) operating at 
15 kV with 5000× magnification. Prior to the SEM analysis, the adhered bacterial on the 
surface was fixed in Karnovsky solution (PBS, pH 7.2) for 2 h and serially dehydrated with 
ethanol washes (50%, 60%, 70%, 90% and three washes in 100% solution for 5 min each). 
Then, the discs were dried aseptically and gold-sputtered before SEM imaging [44].  
2.7. Statistical analyses 
Statistical analyses were performed with statistical software (IBM SPSS Statistics 
for Windows, v. 21.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA). The Shapiro-Wilk method was 
applied to test the normality of all response variables. An independent T test was used to 




used to test the influence of the surface treatment and photofunctionalization on the 
wettability, albumin adsorption, photocatalytic activity and colony forming unit counts. To 
verify the influence of time on the wettability of samples, one-way repeated measures 
ANOVA was performed. The Tukey HSD test was used as a post hoc technique for multiple 
comparisons when necessary. A mean difference significant at the 0.05 level was used for all 
tests. 
Results 
3.1. Surface characteristics 
Fig. 2 shows the SEM micrographs of the cpTi and PEO-treated surfaces. The 
machined surfaces presented longitudinal grooves and a more homogeneous surface due to 
the polishing process. In contrast, the surfaces treated with PEO were patently modified and 
exhibited a volcanic appearance and pores. These characteristics can also be observed in the 
2D and 3D images obtained by LSCM (Fig. 2). Additionally, the average area (Fig. 2) and 
surface roughness (Fig. 3) of the PEO-treated surfaces were higher than those observed for the 
machined surface (p < 0.001) as a result of the microdischarges that occurred in the PEO 
treatment and the modification of the Ti surface. 
 
Figure 2. SEM micrographs (2,000× magnification, 4 kV, WD = 10 mm, scale bar = 10 μm) 
and two- and three-dimensional laser scanning confocal microscopy images (150× 






Figure 3. Roughness data (n = 5) for the cpTi and PEO-treated surfaces. Ra (arithmetic 
roughness), Rq (root mean square average), Rz (average peak-to-valley height), Rt (maximum 
height). Bars indicate significant differences between the cpTi and PEO groups for each 
roughness parameter (p < 0.05; Tukey HSD test). 
The X-ray diffraction patterns showed peaks of amorphous Ti for the cpTi group. 
In contrast, crystalline phases of the anatase (101) peak at 25° and rutile (110) peak at 27° 
were observed for the PEO-treated group (Fig. 4). The machined and PEO surfaces presented 
a chemical composition consisting of Ti, O and C. Additionally, the PEO surfaces presented 
Ca and P incorporation by the surface treatment (Fig. 5). Notably, the UV-mediated 
photofunctionalized groups (cpTi UV+ and PEO UV+) showed a reduction of the C atomic 
concentration (Table 1). These results observed in the EDS were confirmed by XPS analysis 
(Fig. 6). The XPS spectrum showed the expected compounds, including the presence of Ti2p, 
O1s, C1s bands for all groups and Ca2p and P2p for the PEO-treated groups. A decrease in 
the metallic peaks of Ti2p was observed for the PEO-treated groups due to the deposition of 
the coating layer and incorporation of Ca and P. The presence of Ti suboxides was identified 
in the cpTi groups, but it was not observed in PEO-treated surfaces, indicating complete 
element oxidation by the surface treatment. Despite the reduction of the C concentration, an 
increase in the peak of the covalent bond between C and O (O-C=O) was observed for the 
photofunctionalized groups. The detailed relative atomic concentration of each element 





Figure 4. X-ray diffraction patterns of the cpTi and PEO-treated surfaces. 
 
 










Table 1. Results of the atomic concentration (%) obtained by energy dispersive spectroscopy (EDS) and X-ray photoelectron 
spectroscopy (XPS). 
EDS atomic concentration (%) XPS atomic concentration (%) 
Element cpTi UV- cpTi UV+ PEO UV- PEO UV+ Peak cpTi UV- cpTi UV+ PEO UV- PEO UV+ 
Ti 90.57 92.66 4.75 8.64 Ti2p 19.25 23.54 7.66 7.47 
O 4.41 4.03 68.94 70.91 O1s 48.03 60.20 51.33 53.93 
C 5.02 3.31 8.62 4.91 C1s 30.63 15.71 20.02 14.67 
Ca - - 10.45 9.00 Ca2p - - 13.40 12.95 





Figure 6. XPS spectra of cpTi and PEO-treated surfaces without UV treatment (UV-) and 
photofunctionalized (UV+). 
The contact angle of the cpTi UV- was higher than the angle observed in the PEO 
UV- (p < 0.0001), indicating a lower wettability of the nontreated surface. After 




increase in the surface hydrophilicity (p < 0.0001) were noted, mainly for cpTi UV+ where 
contact angle reduction was expressive. No significant difference was observed between cpTi 
UV+ and PEO UV+ after photofunctionalization (p = 0.230) (Fig. 7).  
 
Figure 7. a) Contact angle (n = 5) of cpTi and PEO-treated surfaces without UV treatment 
(UV-) and photofunctionalized (UV+); b) representative images of contact angle. Bars 
indicate significant differences between groups (p < 0.05; Tukey HSD test). 
After photofunctionalization, the hydrophilic status of the surfaces was evaluated 
over time to analyze the wettability degradation of the UV light effect. A significant increase 
in the contact angle for cpTi was observed 2 h after photofunctionalization. However, up to 6 
h of aging, the contact angle of the cpTi surfaces remained lower than the initial values before 
photofunctionalization. Conversely, the PEO-treated surface maintained a lower contact 
angle, but at 4 h after photofunctionalization, the contact angle was the same as before UV 
light application (Fig. 8). In addition, at 6 h after photofunctionalization, the contact angle 
was similar for both cpTi and PEO-treated surfaces (p = 0.817). 
 
Figure 8. Degradation of the hydrophilic status of cpTi and PEO-treated surfaces in dark and 




contact angle measured immediately after the 96 h of UV light application. Different capital 
letters indicate statistically significant differences among the evaluation periods within each 
surface type (p < 0.05; Tukey HSD test). Different lowercase letters indicate statistically 
significant differences between cpTi and PEO within each period of evaluation (p < 0.05; 
Tukey HSD test). 
3.2 Photocatalytic activity 
Fig. 9 shows the photocatalytic activity for all groups. The cpTi UV- and cpTi 
UV+ groups presented no photocatalytic activity. Moreover, although the PEO groups 
presented the crystalline phases anatase and rutile, no photocatalytic activity was observed 
even for the PEO UV+ group. Although the PEO UV+ treated groups showed a slight 
increase in photocatalytic activity, no statistically significant difference was observed 
compared with cpTi even at the maximum values of 2 h (p = 0.198).  
 
Figure 9. Photocatalytic activity (n = 3) of cpTi and PEO-treated surfaces without UV 
treatment (UV-) and photofunctionalized (UV+). 
3.3 Protein adsorption 
The PEO UV- treated group showed greater protein adsorption than the cpTi UV- 
group (p < 0.0001) (Fig. 10). In addition, when photofunctionalized, the PEO UV+ group 
presented a considerable rise in albumin adsorption with a statistically significant difference 
when compared to PEO UV- (p = 0.001). Although cpTi UV+ showed a slight increase in 
albumin adsorption when compared to cpTi UV-, no statistically significant difference was 





Figure 10. Albumin adsorption (n = 5) of cpTi and PEO-treated surfaces without UV 
treatment (UV-) and photofunctionalized (UV+). Bars indicate significant differences 
between groups (p < 0.05; Tukey HSD test). 
3.4 Microbiological assay 
Fig. 11 shows a significant decrease in the CFU counts for PEO UV+ surfaces 
when compared to PEO UV- (p = 0.012) after 1 h of bacterial adhesion. Although the 
photofunctionalization reduced the CFU counts for the cpTi UV+ surface, there was no 
statistically significant difference compared with cpTi UV- (p = 0.269). The PEO-treated 
surface exhibited greater bacterial adhesion at 1 h than cpTi under both 
nonphotofunctionalized (p < 0.001) and photofunctionalized (p = 0.02) conditions. After 6 h 
of adhesion, no difference was observed between the cpTi and PEO surfaces (p = 0.493), nor 
between nonphotofunctionalized and photofunctionalized surfaces (p = 0.538). The SEM 
micrographs (Fig. 12) showed the bacterial adhesion for all surfaces and the arrangement of S. 
sanguinis as streptococcus chains. 
 




after 1 h and 6 h of adhesion. The bar indicates a significant difference between groups (p < 
0.05; Tukey HSD test). 
 
Figure 12. SEM micrographs of bacterial adhered on cpTi and PEO-treated surfaces without 
UV treatment (UV-) and photofunctionalized (UV+) at 5000× magnification (scale bar = 5 
μm, 15 kV). The arrows indicate S. sanguinis cells arranged as chains. 
Discussion 
In this study, we have shown an enhancement of the surface characteristics and 
biological properties of Ti material when PEO treatment is associated with the UV 
photofunctionalization; these results support the study hypothesis. PEO treatment provides a 
rougher surface and higher wettability than the machined condition. Furthermore, the UV 
photofunctionalization enhances the albumin adsorption and hydrophilicity on PEO-treated 
surfaces, in addition to inducing a reduction of bacterial adhesion at the early stage of biofilm 
formation.  
The surface modifications obtained by PEO and UV-mediated 
photofunctionalization have an important role for improvement of the surface characteristics 
of dental implants. Regarding wettability, PEO-treated surfaces present a more hydrophilic 
surface due to the presence of calcium acetate [45]. In addition, photofunctionalization 
enhances the wettability by hydrocarbon removal and favorable water adsorption (Fig. 13) 
through the excitement of electrons from the valence band to the conduction band, conversion 
of the negatively charged surfaces to an electropositive state and the creation of oxygen 
vacancies as a result of the reduction of Ti4+ to Ti3+ [24]. Our findings also demonstrate a 




lost rapidly for machined surfaces when compared to the biofunctional PEO coating. 
However, at 6 h after photofunctionalization, the contact angle was the same for both 
machined and PEO-treated surfaces. According to the wettability status, while the surface 
remained hydrophilic, lower CFU counts of S. sanguinis were observed after 1 h of adhesion 
when compared to 6 h. These results may be due to the hydrophobic properties of S. 
sanguinis, which adheres in higher numbers to hydrophobic surfaces [46,47]. Furthermore, 
microorganisms with hydrophobic properties can bind to hydrocarbons via hydrophobic 
molecules [48]. Therefore, reduction of the hydrocarbon concentration in this study for 
photofunctionalized surfaces might also be a factor influencing the reduction of the initial 
bacterial adhesion. 
 
Figure 13. Schematic process of the physico-chemical changes in the Ti surface after 
photofunctionalization. UV-mediated photofunctionalization induces a conversion of the 
surface wettability to a more hydrophilic status and a modification of the surface electrostatic 
properties by hydrocarbon removal. The excitement of electrons from the valence band to the 
conduction band leads to the decomposition of hydrocarbon contaminants, conversion of the 
negatively charged surfaces to an electropositive state and the creation of oxygen vacancies 




It is interesting to note that the acceleration of bone formation and inhibition of 
bacterial adhesion are important strategies to be acquired in the biomedical materials field 
[49]. Despite the higher wettability of the PEO-treated surfaces, the higher CFU counts of 
PEO-treated surfaces when compared to the machined condition after 1 h of adhesion can be 
explained by the increased surface roughness obtained by the surface treatment, which 
provides a larger surface area for bacterial adhesion [8]. In contrast, the rougher surface may 
be a factor in the improvement of protein adsorption and the osseointegration process [15]. 
The photofunctionalization was able to reduce the initial bacterial adhesion of PEO-treated 
surfaces, and the combination of this biomimetic surface with reduced bacterial adhesion 
could be a promising strategy for dental implants. 
The degradation of methylene blue (which measures the photocatalytic activity) 
and the generation of reactive oxygen species that create radicals (•OH, O2•ˉ and H2O2) are 
known to have antimicrobial activity by their ability to decompose the outermost membrane 
of microorganisms [50]. However, our data show that the degradation of methylene blue can 
be neglected. The absence of photocatalytic activity suggests that the antimicrobial activity 
during initial bacterial adhesion is related to the physico-chemical modifications of the 
surface after photofunctionalization, but not to the possible remaining photocatalytic activity 
on the Ti surface. Our results corroborate the findings of a previous study that reported the 
absence of a photocatalytic effect on the Ti6Al4V photofunctionalized surface [28]. Apart 
from this finding, the short lifetime of the reactive oxygen species, which present the longest 
lifetime of 2.7 µs, may explain the absence of photocatalytic activity on photofunctionalized 
surfaces [51].  
In addition to the antimicrobial activity, the biofunctional PEO coating, when 
photofunctionalized, also presented an enhancement of surface properties. Importantly, the 
photofunctionalization was able to increase albumin adsorption. The presence of pores and the 
rougher surface obtained by the PEO treatment promotes a large number of anchorage sites 
[15]. In addition, the Ca incorporated by the PEO treatment is known to attract negatively 
charged proteins, encouraging adsorption [17]. The photofunctionalization has a positive role 
in albumin adsorption, increasing adsorption on PEO-treated surfaces. The greater protein 
adsorption on PEO UV+ can also be attributed to the hydrophilicity obtained after 
photofunctionalization, as shown in a previous study [13]. The lower hydrocarbon 
concentration associated with an electropositively charged surface obtained by 




covalent bonds between carbon and oxygen on photofunctionalized groups impacts protein 
adsorption [8]. 
Overall, our findings suggest the presence of important surface modifications of 
Ti material, which directly influence the biological properties of the surfaces in terms of 
albumin adsorption and bacterial colonization. Concerning the protein adsorption to 
biomaterials, it is the first step in the attachment of functional cells [13]. Albumin is an 
important blood serum protein that regulates cytoplasmatic Ca and the cellular proliferation of 
osteoblasts [14]. Consequently, the greater protein adsorption acts to accelerate the 
osseointegration process. Indeed, the lower counts of bacteria when PEO-treated surfaces are 
photofunctionalized represent a valuable finding. For instance, bacterial colonization may 
occur at any time during implant rehabilitation, but it is crucial to avoid microorganism 
proliferation in the early healing stage [3,11], which can diminish early implant failures due to 
peri-implant infections. Mucositis represents a risk factor for the osseointegration process in 
early healing stage, and its progression can contribute to the development of peri-implantitis 
[5, 7].  
Based on these findings, the physical-chemical surface modifications and 
enhancement of the biological properties obtained by the association of PEO treatment and 
photofunctionalization are important findings of our study. Additionally, the greater albumin 
adsorption and lower CFU counts could ensure the prevention of early implant loss, as a result 
of the increased potential for implant bone contact. Moreover, the initial establishment of 
bone contact has an imperative role for osseointegration and increased success rates of dental 
implants. However, the current study has some limitations and the acquired pellicle formation 
after the photofunctionalization and before the bacterial adhesion may have influenced the 
results. Further studies are needed to better understand and to improve the applicability of 
photofunctionalized surfaces with respect to antimicrobial activity. The clinical behavior of 
photofunctionalized implants regarding the rates of infection and diseases associated with the 
biofilm presence must also be assessed, as well as further investigations regarding the 
influence of UV light intensity, wavelength and exposure time on the antimicrobial effect. 
Conclusion 
Photofunctionalization modifies the physico-chemical characteristics of titanium 
material, and when associated with biofunctional titanium-treated surfaces, it induces greater 




mediated photofunctionalization of the titanium biofunctional coating is a promising strategy 
to improve the implant-host interaction and to reduce oral biofilm-associated disease. 
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Baseado nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que a 
fotofuncionalização de revestimentos biofuncionais apesar de não apresentar atividade 
fotocatalítica, promove modificações físico-químicas da superfície do titânio e induz a uma 
maior adsorção da proteína albumina e a uma menor adesão bacteriana inicial. Do ponto de 
vista clínico, a fotofuncionalização mediada pela luz UV de superfícies com revestimentos 
biofuncionais representa uma estratégia promissora para melhorar as interações entre o 
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APÊNDICE 1 – METODOLOGIA DETALHADA 
 
Com o objetivo de detalhar as metodologias empregadas para o desenvolvimento 
deste trabalho o apêndice 1 apresentará para cada metodologia realizada os materiais 
utilizados, bem como os métodos e etapas executadas a fim de permitir a reprodutibilidade do 
estudo e o possível uso das metodologias em estudos futuros. 
1. Preparação dos discos de titânio e tratamento de superfície  
Discos de Ticp [American Society for Testing and Materials (ASTM)—Grade II] 
(Realum Ind e Com de Metais Puros e Ligas Ltd, São Paulo, SP, Brazil), foram obtidos com 
10 mm de diâmetro e 2 mm de espessura. Os discos foram polidos em politriz automática 
(EcoMet/AutoMet 250 Pro, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com a finalidade de padronizar a 
rugosidade de superfície dos discos. Para isso, os discos foram incluídos em resina acrílica 
termopolimerizável, utilizando uma matriz e o polimento foi realizado sob irrigação constante 
a 250 rpm de velocidade durante 1 min para cada lixa metalográfica utilizada nas granulações 
de #320 e #400 (CarbiMet 2, Buehler, Lake Bluff, IL, USA), sendo em seguida cada disco 
desincluído e incluído novamente para o polimento do outro lado do disco. Os discos 
passaram por um processo de limpeza por meio de banhos ultrassônicos em água destilada e 
propanol a 70% durante 10 min cada. Após a limpeza, foi utilizado um soprador térmico para 
a secagem das amostras com jatos de ar quente (Barão et al., 2011; Marques et al., 2015; 
Beline et al., 2016). 
Para o tratamento de superfície com o plasma eletrolítico de oxidação (PEO) foi 
utilizada uma fonte de alimentação de corrente contínua (DC power supply, Plasma 
Technology, Ltd, Kowloon, Hong Kong, China), a qual se encontra no Laboratório de 
Plasmas Tecnológicos da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Sorocaba sob a 
responsabilidade do Prof. Dr. Nilson Cristino da Cruz. O tratamento com o PEO foi realizado 
em uma cuba eletrolítica que possui um sistema de refrigeração, mantendo a temperatura da 
solução eletrolítica em 20 °C. A solução eletrolítica foi preparada por meio da dissolução de 
acetato de cálcio [Ca (CH3CO2)2] (Dinâmica Ltd, Diadema, SP, Brazil) e glicerofosfato 
dissódico (C3H7Na2O6P) (Dinâmica, Ltd, Diadema, SP, Brazil) em água destilada, utilizando 
as concentrações de 0,3 M de acetato de cálcio e 0,02 M de glicerofosfato dissódico. Os 
parâmetros empregados no tratamento de superfície foram baseados em estudos prévios do 




frequência, ciclo de trabalho de 60% e 10 min de tratamento de superfície. Para o tratamento, 
a solução eletrolítica preparada foi colocada na cuba eletrolítica, em seguida os discos foram 
submersos na solução eletrolítica com o auxílio de pinças e o tratamento de superfície foi 
iniciado, utilizando os parâmetros previamente descritos. O reservatório com a solução 
eletrolítica foi utilizado como cátodo e os discos de Ticp colocados na célula eletrolítica 
foram utilizados como ânodo. Após serem submetidas ao tratamento com PEO, as amostras 
foram lavadas com água deionizada e secas com jatos de ar quente (Marques et al., 2015; 
Beline et al., 2016). 
 A fotofuncionalização mediada pela luz ultravioleta (UV) foi realizada em 
condições ambiente, utilizando uma caixa de luz customizada nas dimensões de 50,0 cm de 
comprimento, 20,0 cm de altura e 15,5 cm de profundidade, com duas fontes de luz UV-C 
com potência de 2×15 W (λ = 253,7 nm) (Moran Light, São Paulo, SP, Brazil). A 
fotofuncionalização foi realizada por 96 h, sendo as amostras posicionadas 
perpendicularmente a 7 cm de distância das fontes de luz com uma intensidade de 2,34 
mW/cm2. A intensidade da luz foi mensurada utilizando um fotômetro (Ophir Optronics 
Solution Ltd, Jerusalem, Israel) (Harmankaya et al., 2012; Park et al., 2013; Pleskova et al., 
2016). 
 
Figura 1. Esquema representativo da caixa de luz customizada. 
2. Caracterizações de superfície 
As análises de perfilometria, microscopia eletrônica de varredura (MEV), 
microscopia confocal a laser e difratometria de raios-X (DRX) foram realizadas para as 
superfícies controle do estudo para a análise das características das diferentes superfícies. As 
superfícies experimentais fotofuncionalizadas não foram avaliadas por essas metodologias, 
uma vez que a fotofuncionalização não altera essas propriedades de morfologia, rugosidade e 




ângulo de contato, espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e espectroscopia de 
fotoelétrons excitados por raios-X foram realizadas para todos os grupos tanto experimentais 
quanto controle. Para os grupos experimentais fotofuncionalizados cada análise foi realizada 
imediatamente após o término da fotofuncionalização. 
2.1. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
Para caracterizar a topografia e morfologia dos discos foi utilizado um 
microscópico eletrônico de varredura JEOL JSM-6010LA (Peabody, Massachusetts, USA). A 
microscopia eletrônica de varredura consiste em um feixe de elétrons de pequeno diâmetro 
que passam por um filamento capilar de tungstênio que representa o eletrodo negativo e que é 
gerado por meio da aplicação de uma diferença de potencial que pode variar de 0,5 a 30 Kv. 
A interação do feixe de elétrons incidente com a superfície da amostra gera sinais de imagem. 
A incidência do feixe primário de elétrons na amostra permite a dispersão dos elétrons na 
superfície e o volume da interação depende principalmente da tensão de aceleração e do 
número atômico da amostra. Em função do volume de interação, os elétrons e as ondas 
eletromagnéticas produzidas são utilizados para gerar as imagens e avaliar a composição 
química da superfície. Assim, a microscopia eletrônica de varredura proporciona informações 
sobre a morfologia e identificação de elementos químicos presentes na superfície das 
amostras por meio da espectroscopia de energia dispersiva associada a ele (Dedavid et al., 
2007). 
Os metais são materiais adequados para a observação em MEV e não possuem a 
necessidade de preparação específica, uma vez que são resistentes ao feixe de elétrons mesmo 
em tensões de aceleração acima de 50 Kv. Para a observação da topografia e morfologia das 
diferentes superfícies avaliadas neste estudo, a microscopia eletrônica de varredura foi 
realizada, utilizando o microscópico eletrônico de varredura JEOL JSM-6010LA system 
(Peabody, Massachusetts, USA), como o parâmetro de 4 Kv e 2,000× de magnificação 
(Cordeiro et al., 2018). 
2.2. Microscopia confocal a laser 
A microscopia confocal a laser permite a caracterização da topografia da 
superfície das amostras através de imagens bi e tridimensionais por meio da iluminação por 
varredura a laser. A luz refletida pela amostra atravessa uma abertura mecânica ou íris que 
bloqueia feixes provenientes de pontos acima ou abaixo do plano focal. Dessa forma, ao 




aquisição de imagens digitalizadas dos diferentes planos focais da amostra. A obtenção de 
galerias ou séries de imagens (no plano z) possibilita a reconstrução tridimensional da 
estrutura observada. Para esta análise um microscópio de varredura confocal a laser 3D 
(LSCM, Keyence model VK-X200 series, Osaka, Osaka, Japan) foi utilizado para a 
caracterização das amostras com as imagens em 2D e 3D da superfície com a magnificação de 
150×. O processamento das imagens e a mensuração dos valores médios da área da superfície 
foram realizados com o software VK-Analyzer (Keyence v 3.3.0.0, Osaka, Osaka, Japan) 
(Mortara et al., 2015; Cordeiro et al., 2018). 
2.3. Perfilometria 
A rugosidade da superfície foi avaliada por meio de um perfilômetro (Dektak 150-
d; Veeco, Plainview, NY, USA). A média aritmética da rugosidade de superfície (Ra); a 
distância vertical entre o pico mais alto e o vale mais profundo (Rt); a altura entre os pontos 
máximo e mínimo do perfil - no comprimento de amostragem (Rz) e a rugosidade quadrática 
média (Rq) foram avaliadas utilizando um cut-off 0,25 mm e velocidade de 0,005 mm/s, 
durante 12 s. Três mensurações em diferentes áreas de cada amostra (centro, direita e 
esquerda) foram realizadas para a obtenção do valor da média (Faverani et al., 2014). A 
caracterização da topografia em relação a rugosidade justifica-se uma vez que representa uma 
propriedade importante da superfície para se prever sua resposta biológica (Chen et al., 2008). 
2.4. Difratometria de raios-X (DRX) 
As fases cristalinas foram avaliadas por difratometria de raios-X (DRX) (XRD; 
X’Pert PRO MRD, PANalytical, Almelo, Overijssel, The Netherlands), utilizando radiação 
CuKα (λ=1,540598 Å) a 45 kV e 40 mA, velocidade de 0.02 s, angulação fixa de 2.5° e 
variação de 20° a 90° (Matos et al., 2017). A análise por meio da difratometria de raios-X 
consiste no fenômeno da difração a partir da incidência de um feixe monocromático de raios-
X sobre um material cristalino. A incidência dos raios-X leva a uma excitação e vibração dos 
elétrons dos átomos na mesma frequência. A vibração destes elétrons causa uma difração de 
raios-X e essa informação é utilizada para a determinação dos constituintes microestruturais. 
A lei de Bragg estabelece as relações necessárias para o surgimento de um pico de difração, 
que relaciona os parâmetros do cristal e da radiação incidente, segundo a equação: n = d sen, 
onde n = 1,2,3,...  é comprimento de onda do raios-X em Angstrom (Å), d é distância 




2.5. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 
A identificação de elementos químicos e a porcentagem da concentração atômica 
dos elementos presentes na superfície das amostras são análises possíveis de serem realizadas 
através do microscópio eletrônico de varredura (MEV) JEOL JSM-6010LA system (Dedavid 
et al., 2007). Dessa forma, a composição química das diferentes superfícies dos grupos que 
compõem o estudo foi avaliada por meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 
(JEOL JSM-6010LA, Peabody, Massachusets, USA) que é ligado ao MEV. Para a análise em 
EDS, três regiões diferentes de cada amostra foram avaliadas na ordem de 1 μm3, utilizando 
os parâmetros de 5 Kv e 2,000× de magnificação (Matos et al., 2017). O EDS permite a 
caracterização semiquantitativa da composição química da amostra, por meio da mensuração 
da energia dos picos dos elementos, que é proporcional à quantidade de átomos. Quando o 
feixe de elétrons incide na amostra, há uma excitação dos átomos na superfície e, ao voltarem 
ao estado fundamental, há a emissão de fótons com energias características de cada átomo. 
Dessa forma, a identificação dos fótons em termos de energia e a contagem dos mesmos no 
detector de raios-X, localizado dentro da câmara de vácuo, permitem a identificação dos 
elementos, uma vez que o conjunto hardware e software do sistema adquire e gera o espectro 
relativo ao número de contagens em função da energia, em KeV, identificando os elementos 
químicos presentes nas amostras (Dedavid et al., 2007). 
2.6. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) 
A composição química da camada de óxido mais externa da superfície das 
amostras foi avaliada por meio da espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) 
(K-alpha X-ray XPS, Thermo Scientific™, Vantaa, Helsíque, Finland), utilizando os 
parâmetros de 400 µm de spot size e 1,000 eV de step size (Takeuchi et al., 2005; Cordeiro et 
al., 2018). Para a análise em XPS, elétrons são ejetados na amostra por meio de uma fonte de 
radiação eletromagnética (elétrons de baixa energia [E < 1,5 keV]). A distribuição de energia 
cinética dos fotoelétrons é baseada em picos determinados a partir das camadas eletrônicas 
dos átomos da superfície das amostras fotoionizadas. A energia de ligação dos picos 
fotoelétricos permite a identificação dos elementos presentes na superfície, sendo a 
intensidade, definida pela área do pico fotoelétrico, proporcional ao número de átomos, 
viabilizando essa identificação da composição química da amostra (Nascente, 1998). 
2.7. Molhabilidade 




ângulo de contato da água destilada, utilizando um goniômetro (Rame-Hart 100-00; Rame-
Hart Instrument Co., Succasunna, NJ, USA) associado a um software (DROPimage Standard, 
Ramé-Hart Instrument Co., Succasunna, NJ, USA). O método da gota séssil foi utilizado e 10 
mensurações foram realizadas para cada amostra após a deposição da gota séssil com o 
volume de 2 µL. Para cada amostra foi feita a captura da imagem imediatamente após a 
deposição da gota séssil na superfície da amostra e obtido automaticamente por meio do 
software DROPimage Standard o ângulo de contato formado entre o líquido e a superfície 
avaliada. Neste estudo, o ângulo de contato das superfícies foi avaliado antes (UV-) e após a 
fotofuncionalização (UV+) (Marques et al., 2015). Em acréscimo, foi realizada a avaliação do 
ângulo de contato após a fotofuncionalização por um período total de 6 horas, com avaliações 
em intervalos de 1 hora de modo a analisar a degradação do status hidrofílico obtido após a 
fotofuncionalização. Para a análise da degradação do status hidrofílico as amostras foram 
mantidas no escuro em condições ambiente nos intervalos de 1 hora das avaliações. 
3. Atividade fotocatalítica 
Com o objetivo de avaliar o potencial de atividade fotocatalítica das superfícies de 
Ticp e tratadas por meio do PEO antes e após a fotofuncionalização foi realizado o teste da 
degradação do azul de metileno (AM) com base na técnica ISO (Loncar et al., 2009; Mills, 
2012). A curva de calibração para o uso do espectrofotômetro foi realizada, utilizando (1) 
blank 1,5 mL (apenas água milli-Q), (2) 150 µL de AM adicionados a 1,35 mL água milli-Q, 
(3) 375 µL de AM adicionados a 1,125 mL água milli-Q, (4) 750 µL de AM adicionados a 
750 µL água milli-Q, (5) 1,125 mL de AM adicionados a 375 µL água milli-Q e (6) 1,5 mL 
de AM. Cada uma das soluções foi transferida para tubos eppendorfs, vortexada por 30 s e em 
seguida, 400 µL de cada eppendorf foram transferidos para cubetas e realizada a leitura da 
absorbância em espectrofotômetro (DU 800 – Beckman Coulter, Brea, CA, USA) a 664 nm. 
Para a análise propriamente dita, as amostras do grupo controle não foram expostas à luz UV 
e as amostras experimentais foram previamente fotofuncionalizadas por 96 h. Imediatamente 
após o término da fotofuncionalização as amostras foram colocadas em placas de 24 poços 
contendo 2 mL da solução de trabalho de azul de metileno (P.A.C.I. 52.015, Synth, Diadema, 
SP, Brazil) e mantidas no escuro por 30 min previamente ao teste da pré-adsorção, no qual 
400 µL de cada poço foram transferidos para cubetas para a mensuração da absorbância em 
espectrofotômetro (DU 800 – Beckman Coulter, Brea, CA, USA) a 664 nm (Shiraishi et al., 
2009). Em seguida, os discos foram transferidos para novas placas de 24 poços contendo 2 




mensurada após os tempos de avaliação de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h e 6 h para a 
observação da sobrevivência do potencial fotocatalítico de cada superfície, sendo as placas 
mantidas no escuro entre os intervalos de avaliação. Após cada tempo de avaliação a 
absorbância de 400 µL de cada poço foi mensurada por meio de espectrofotômetro (DU 800 – 
Beckman Coulter, Brea, CA, USA) a 664 nm, sendo a solução de cada cubeta recolocada em 
seu respectivo poço após a mensuração da absorbância (Mills, 2012). O cálculo da atividade 
fotocatalítica foi realizado de acordo com a equação: 
 
A concentração da solução de AM é representada por co, c é a concentração de 
AM em cada poço das amostras controle (UV-) e experimentais (UV+) e c1 é a concentração 
de AM após o teste da pré-adsorção (Loncar et al., 2009; Pantaroto et al., 2018). 
4. Adsorção da proteína albumina 
Albumina do soro bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi utilizada 
como proteína modelo e sua adsorção nas diferentes superfícies avaliadas foi mensurada por 
meio do método do ácido bicinconínico (BCA Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
(Beline et al., 2016; Choi et al., 2017). As amostras controle não fotofuncionalizadas (UV-) e 
experimentais fotofuncionalizadas (UV+) foram incubadas em placas de 24 poços contendo 
100 μg/mL de albumina em PBS (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) sob 
agitação horizontal a 75 rpm a 37°C por 2 h. Em seguida, as amostras foram lavadas em 1 mL 
de PBS três vezes para a remoção das proteínas não aderidas (Beline et al., 2016). As 
amostras foram transferidas para tubos criogênicos contendo 1 mL de PBS e sonicadas (Cup 
Horn 5.5 in. cup, Q500, Qsonica, Newtown, Connecticut, USA) a uma amplitude de 80% por 
60 s. Os discos foram então vortexados por 60 s para a remoção das proteínas adsorvidas na 
superfície dos discos. Em seguida, em uma placa de 96 poços 150 µL da solução sonicada foi 
adicionada a 150 µL da mistura dos reagentes A e B do kit BCA. A placa foi então incubada 
por 1 h a 60 °C e posteriormente foi realizada a mensuração da absorbância em 
espectrofotômetro de placas a 562 nm (Multiskan, Thermo Scientific, Vantaa, Helsíque, 
Finland) de acordo com as recomendações do fabricante. A concentração da proteína 
albumina foi calculada de acordo com a curva padrão preparada com a albumina do soro 










5. Ensaio microbiológico 
5.1. Unidades formadoras de colônia (UFC) 
Cepas de Streptococcus sanguinis (IAL 1832) foram crescidas em placas de brain 
heart infusion (BHI) ágar (Difco Laboratories, Becton, Dickinson and Company, Le Pont-de-
Claix,Auvérnia-Ródano-Alpes, France) sob incubação a 10% CO2 a 37°C. Em seguida, as 
bactérias foram inoculadas em tubos estéreis contendo 9 mL de BHI caldo e incubadas em 
período de overnight a 10% CO2 a 37°C. Após o período de overnight, os tubos foram 
centrifugados (6000 g por 5 min a 4° C) e o precipitado foi ressuspendido em NaCl a 0,9% e 
centrifugado novamente (6000 g por 5 min a 4° C), sendo este processo repetido por mais 
duas vezes. A densidade óptica foi ajustada em OD = 1.00 ± 0.02 a 600 nm utilizando o 
espectrofotômetro (DU800 Beckman Coulter, Brea, CA, USA) para a obtenção da suspensão 
final de 107 células/mL (Cordeiro et al., 2018). 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa da Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba sob o número de protocolo 80684517.1.0000.5418/2017. Para a 
formação da película adquirida, saliva total humana estimulada por Parafilm M (Parafilm M, 
American Can Co., Neenah, WI, USA) foi coletada de dois voluntários saudáveis sem a 
predeterminação de sexo e faixa etária. A abordagem dos voluntários foi realizada na 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba FOP/UNICAMP e desse modo houve a participação 
de grupo vulnerável. Os voluntários foram informados sobre os objetivos e a metodologia do 
estudo e os que aceitaram participar do estudo assinaram o termo de consentimento livre e 
esclarecido. Os voluntários selecionados deveriam estar em jejum pelo período de 1,5 h antes 
da coleta da saliva e não poderiam ter feito uso de antibióticos, antissépticos bucais, 
antifúngicos ou qualquer medicamento que possa ter influenciado o fluxo salivar nos 3 meses 
prévios à realização da coleta das amostras de saliva (Cavalcanti et al., 2014). A saliva 
coletada foi centrifugada a 10000 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado em filtro 
com membrana de 0,22 µm (K15-1500, Kasvi, São José dos Pinhais, Paraná, Brazil). A saliva 
foi utilizada imediatamente após a coleta e a formação da película foi feita em placas de 24 
poços contendo os discos em seus respectivos poços e 1 mL de saliva em cada poço que 
foram incubados por 30 min a 37°C sob agitação a 60 rpm (Pereira-Cenci et al., 2008). As 
amostras controle (UV-) e experimentais (UV+) foram previamente esterilizadas por radiação 
gama (14.5± 0.05 kGy; Cobalt-60, Gammacell 220, Atomic Energy of Canada Ltd., Otawa, 
ON, Canada) (Soriano et al., 2006) e as amostras experimentais (UV+) passaram 




Após a formação da película adquirida, os discos foram transferidos para nova 
placa de 24 poços e recobertos com 200 µL do inóculo de Streptococcus sanguinis e 1800 µL 
de BHI caldo e incubados a 10% CO2 a 37°C por 1 h e 6 h. Após cada tempo de adesão, as 
amostras foram lavadas duas vezes em NaCl a 0,9% para a remoção das bactérias não 
aderidas e transferidas para tubos criogênicos contendo 3 mL de NaCl a 0,9%. Em seguida, os 
tubos criogênicos foram sonicados (7 W por 30 s) para a desagregação das bactérias da 
superfície dos discos e foi realizada a diluição, sendo uma alíquota de 0,1 mL de cada tubo 
criogênico diluído serialmente 5 vezes em NaCl 0,9% em tubos eppendorf. Após a diluição, 
uma alíquota de 20 µL de cada diluição foram plaqueados em duplicata em placas de BHI 
ágar e incubados a 10% CO2 a 37 °C por 48 h. Em seguida foi feita a contagem das unidades 
formadoras de colônia (UFC) e os dados foram expressos em unidades formadoras de colônia 
por mL (log10 UFC/mL) (Cordeiro et al., 2018). 
5.2. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
A estrutura e organização do biofilme após cada tempo de adesão 1 h e 6 h foi 
avaliada por meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV) (JEOL-JSM-5600LV, 
Peabody, Massachusets, USA), utilizando os parâmetros de 15 kV e 5000× de magnificação. 
Previamente a análise em MEV, após os tempos de adesão de 1 h e 6 h, os discos foram 
lavados duas vezes em NaCl 0,9% e em seguida o biofilme foi fixado por meio da imersão em 
1 mL de solução de Karnovsky (PBS, pH 7,2) durante 2 h. Após a fixação, o biofilme foi 
desidratado em banhos de etanol com concentrações crescentes (50%, 60%, 70%, 90% e três 
banhos em etanol a 100% durante 5 min cada banho). Os discos foram secos e pulverizados 
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ANEXO 3: Comprovante de submissão do artigo científico 
 
